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环 六 亚 甲 基 双 乙酰 胺 体外 诱导 胚胎 
性 痛 87 一 2 细胞 分 化 对 Ms: 基 因 表 达 的 影响 
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MSs cDNAB 4 BEERE MARE— RAF, HMBAN AYB? 一 2 细胞 分 化 为 所 H r OO 
胸 。 用 定量 顽 胸 项 RNA 点 印 连 杂交 法 分 析 了 MS4 基 央 在 小 鼠 王 胎 性 准 B7 一 2 Ae HMBA RSMAS 
后 的 丧 达 水 平 。 小 鼠 成 纤维 细胞 NITH3T3 被 用 作 阴 性 对 所 。 MSs 基 因 的 表达 水 平 在 B 7 一 2 MRBHMBAB 
BORG PMT 86%, STHMBARD 7 一 2 细 胸 的 诱导 效率 约 为 90% ,这 一 实验 结果 凑 革 在 HMRA 诱 导 分 
hp, MSs% ANR ERA H. 


KO | AE aH (EC) 环 六 亚 甲 基 双 乙酰 胺 ”诱导 分 化 
多 游 能 胚胎 性 瘤 细胞 REF 。 ”点 印迹 杂交 


MS, 基 因 编 码 一 种 长 6kb 的 RNA (MS, RNA) a MS, RNA 在 体外 模型 系统 中 仅 
见于 各 种 胚胎 性 癌 细 胞 《 许 以 感 等 ，1984) 。 在 体内 系统 中 仪 见于 内 细胞 团 等 多 潜能 早 
期 胚胎 细胞 (Brulet，P,，1984)。 在 分 化 细胞 的 细胞 质 中 不 能 检查 出 MS。RNA (Xu, 
Y. S, ei al., 1983), 

B 7 一 2 细胞 系 我 们 实验 室 自 129/sY-ter 品 系 小 鼠 的 一 个 自发 性 举 丸 畸 胎 瘤 中 分 离 
得 到 的 克隆 化 细胞 。B 7 一 2 细胞 属于 胚胎 性 痛 细 胞 ， 经 5 mY HMBA 诱 导 5 天 后 ， 
其 中 约 90% 成 为 分 化 细 哆 ， 这 种 分 化 细胞 相当 于 早期 胚胎 的 原始 内 Be Aw OAR 
45, 1984) 。 

本 文 报道 经 HM BA 诱导 分 化 后 ，B 7 一 2 细 隐 中 的 MS, 基 因 的 表达 水 平 极 大 地 下 降 
了 。 这 一 实验 结果 为 MS, 基 因 表 达 的 早期 多 光 能 胚胎 细胞 特异 性 提供 了 直接 证 据 ， 建 立 
起 一 个 有 助 于 阐明 MS， eR TERRAE ARRENAR 以 便 在 基因 表达 水 
PLT ER A ee 
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材 料 与 方法 


细胞 。 ”所 用 的 B7 一 2 细胞 及 3T3 细 胞 的 培养 方法 已 作 过 报道 (从 笑 傅 等 ，1984)。 

B7 一 2 细胞 的 HMBA 诱 导 分 化  B7 一 2 细胞 用 5mM HMBA 诱 导 分 化 具体 
方法 见 以 前 报道 《从 笑 傅 等 ，1984) 。 

WERNA 主要 参照 Meinkoth 等 人 所 综述 的 有 关 方 法 进行 (Meingoth, ct al, 
1984) 。 所 用 的 细胞 数量 一 般 为 5 x 107。 细 胞 先 用 冰冷 的 磷酸 缓冲 流 淋 洗 两 次 ， 然 后 
县 于 3ml10mM VRC (Vanadyl-ribonucleotide Complexes) , 10mAf Tris«HCl (pH 
7.0), Mima EDTAR P, WARM] 10% NP-40 溶液 ， 混 名 后 在 冰 浴 放置 
5 分钟， 再 添加 150h1 10% NP-40 溶 波 ， 泥 匀 后 在 冰 治 继续 放置 5 分钟。 在 12000RTM 
离心 2.5 分 钟 后 ， 上 清 液 即 为 网 胞 质 组 分 ， 立 即 用 酚 等 试剂 抽 提 细胞 质 组 分 两 次 。 水 箱 
中 加 入 75h10.5Mf EDTA 使 VRC 分 解 ， 然 后 用 乙醇 沉淀 法 回收 RN 人 。 

细胞 质 RNA 的 点 印迹 杂交 也 主要 参照 上 述 文 献 〈《 Meinkoth，et al., 1984) 进 
行 。 将 20ug RNA 样 品 基 于 1041 1 MLZ, lOmM RRB MK (PH7.0) H, 750°C 
水 浴 中 变性 1 小 时 ， 然 后 用 上 述 乙 二 醛 -磷酸 缓冲 液 作 傍 比 稀释 , 再 点 加 在 经 20xssc(1 
个 ssc 溶 液 为 0.15M NaCl—0.015M NasCuHeO;7) 浸泡 并 干燥 处 理 过 的 硝酸 纤维 素 膜 
上 。 把 点 有 样品 的 砚 酸 纤维 素 膜 在 80°C 烘 烤 2 小 时 后 ， 封 在 塑料 薄膜 中 在 42°C 预 杂交 13 
小 时 。 预 杂交 液 为 50% 甲 酰胺 ，6 xssc，50mM 玖 酸 缓冲 液 (PH7.0)，5 md EDTA, 
0.1% SDS, 5 x Denhardt's 溶 液 ,100kg/ml 醉 母 tRNA。 然 后 加 入 热 变性 后 的 杂交 探 针 
MS, cDNA (一 100,0007ml)， 在 42oC 杂 交 24 小 时 。sp-pMSs。 cDNA 系 用 缺口 移 位 法 标 
记 , 比 活 为 5 x 107 cpm/pe, 杂交 后 , 硝酸 纤维 素 膜 用 2 xssc, 0.1% SDSHPR AN. 1x sse, 
0.1% SDS 深 液 分 别 洗 浆 两 次 ， 每 次 20 分 钟 ， 然 后 干 如 ， 必 放射 自 显影 。 

AGREE SHE ”将 放射 自 显影 底片 作 光 密度 扫描， 再 将 扫描 所 得 的 曲线 
由 我 所 电子 计算 机 应 用 组 张 埠 远 同 志 进行 计 算 。 


结 R 


(—) 细胞 质 RNA 的 定量 ”对 M5.。 基 因 表 达 水 平 进行 定量 分 析 需 要 所 制 细胞 质 
RNA 在 制备 过 程 中 不 被 分 解 ， 另 外 对 RNA 要 有 较 精 确 的 定量 方法 。 由 于 VRC 能 抑制 
RNase， 我 们 在 提取 缓冲 液 中 加 入 了 VRC， 所 得 的 细胞 质 RNA 的 1 %% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 图 
谱 如 图 1 。 从 图 1 可见， 我们 制备 的 RNA 质 量 较 好 ， 未 见 明 显 降解 。 但 由 于 VRC RM 
等 试剂 的 干扰 ， 对 这 些 RNA 制剂 作 紫 外 分 光 光度 法 测定 时 不 能 得 到 定量 数据 ， 反映 
在 260mp/280mb 吸 收 比值 不 稳定 ( 表 1 )。 为 此 , 我 们 对 电泳 分 离 的 RNA 进行 了 分 光 光 
密度 扫描 (图 2 )， 然 后 对 扫描 所 得 的 各 RNA 峰 进行 积分 计算 ， 确 定 出 RNA 的 实际 全 
其 。 此 法 可 以 排除 悄 车 存在 的 已 分 解 的 RNA， 微 量 的 DNA， 以 及 YRC 等 试剂 的 干扰 。 

(=) MS, 基 因 在 诱导 前 后 的 表达 水 平 CAMS, 基因 在 分 化 细胞 中 并 不 表达 ， 
因此 我 们 用 NIH 3T3 细 胞 作为 阴性 对 照 ， 小 鼠 3T3 铭 胞 及 B 7 一 2 细胞 在 诱导 前 和 诱导 
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5 天 后 的 细胞 质 RNA 的 点 印迹 杂交 结果 如 图 3 ， 可 以 清楚 地 看 到 ，M3S。RNA 的 杂交 信 
号 在 B 7 一 2 细胞 被 诱导 分 化 后 大 大 下 降 了， 与 作为 阴性 对 照 的 3T3 细 胞 质 了 NA 的 信号 
相近 似 。 为 了 得 到 定量 数据 ， 我 们 对 各 厅 交 点 作 了 分 光 光 密度 扫描 ( 放 41) ， 并 进行 了 
积分 计算 (未 2 }。 在 细胞 质 RNA 的 如 样 最 为 104g 时 ， 扣 除 作为 本 底 的 3T3 细 胞 质 RNA 
的 杂交 信号 后 ， 则 诱导 后 的 杂交 信和 号 比 诱导 前 降低 了 86%。 鉴于 HMBA 对 B 7 — 2 细胞 
的 诱导 分 化 效率 约 为 00 名 ， 这 一 实验 结果 表明 ， 诱 导 后 所 剩 的 如 交 入 和 号 很 可 能 来 自 10% 
左右 未 被 诱导 成 分 化 细胞 的 B 7 一 2 细胞 ， 因 此 , 推测 在 90% 的 诱导 分 化 细胞 中 ，MS, 基 








` 因 处 于 不 表达 状态 。 在 细胞 质 RNA 的 加 样 县 为 5 ug 和 2.5kg 时 ， 虽 然 由 于 加 样 量 太 小 
使 3T3 细 胞 质 RNA 的 非特 异性 杂交 信号 相对 是 得 较 大 而 很 准 作 出 精确 的 比较 ， 但 我 们 仍 
RA FIA Ri BH. 
表 1 RNA 的 光 密 MH ME 
Table 1. Estimation of RNA Concentrations by UV spectroseopy 

| RNA A 260 280 260/280 

NITT 37 3x0 | 0.403 0,316 1.3 

B7—-2 AAPA M 0.450 0.224 2.0 

B7- 2IJMBA5 天 、 0.225 0.120 1.8 
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Fig. 2. Quantitative scanning of the 


electrophogram displayed in fig. 1 


Fig. 1. 1% neutral agarose electrophoresis of cytoplasmic 
RNAg from 3T3 fibroblast cells (a) , Br—2 cells 
(bh) and differentiated derivatives of B7 —2 cells after 


§ days’ induction with HMBA te} 
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H 2 RNA 的 杂交 信号 强度 
Table 2. Quantitation of MS} gene expression 
RNA 加 样 量 hg) 10 5 2.5 1.25 
NIH 8T3 对 在 9.04 3.80 2.30 0 
B7T—2 AAA 47.98 18.48 3.85 0 
B 7—2 HMBAE X 14.60 3.76 D 0 
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Fig» 3. Dot blot hybridization analysis of Fig. 4. Quantitative seanning of the dot 
cytoplasmic RNAs from 3T3 fibroblast cells hybridization signals displayed in fig. 3 


(a), BJ ~2 cells {by and HMBA in- 
duced differentiated derivatives of B7 —2 
cells (c). yMSs cDNA was labelled with 
32P by nick translation procedure and used 
as probe 


MS #ARERARMS PRR RE, ROMA BIERK AKA 
各 种 不 同 分 化 潜能 的 细胞 株 及 早期 小 鼠 胚 胎 组 织 中 MS,， RNA AAT, (HR 少 MS, 基 因 
在 特定 细胞 的 分 化 过 程 中 其 表达 性 生动 态 变化 的 直接 证 据 。 本 文 研究 了 MS, 基 因 在 一 株 
胚胎 性 癌 细 胞 B 7 一 2 HMBA 诱导 前 后 其 表达 发 生 的 变化 ， 得 到 了 在 B 7 一 2 细胞 体 
外 诱导 分 化 过 程 中 MS, 基 因 的 表达 发 生 明 显 变化 的 直接 证 据 。 我 们 用 F9 细 胞 作 模 型 研究 
了 维生素 A 酸 诱导 对 MS, 基 因 表 达 的 影响 ,也 得 到 了 同样 的 结果 (未 发 表 资 料 )。 但 维 生 
素 和 A 酸 对 F9 细 胞 的 诱导 率 较 婚 (70% 左 右 )， 因 此 MS。RNA 在 细胞 质 中 的 含量 在 F9 细 胞 
经 维生素 A 酸 诱 导 后 的 下 降幅 度 不 如 B 7 一 2 细胞 经 HMBA 诱 导 后 的 那 桩 大。 因此 用 体 
外 诱导 分 化 方法 研究 MS, 基 因 表达 在 细胞 分 化 过 程 中 的 动态 变化 ， 采 用 B 7 一 2 细胞 显 
枚 较 F9 细 胞 更 为 适宜 。 


4 其 HERS: FAWPRUZ RAHEEM MB 7 一 2 NMS ERROR 32% 


我 们 以 前 的 实验 结果 提示 MS 基因 主要 在 转录 后 水 平 上 被 调控 的 (Xu, Y. S. et al, 
1984) 。 我 们 推测 在 细胞 分 化 过 程 中 出 现 了 一 种 对 MS, RNA 的 加 工 及 由 核 向 质 转移 的 
特异 性 负 调控 机 制 。 显 然 一 个 合适 的 体外 诱导 分 化 模型 有 助 于 发 现 并 了 解 这 种 推测 的 负 
调控 物质 的 发 生 和 发 展 ， 本 文 的 实验 结果 为 建立 这 种 模型 提供 了 依据 。 

EB 7 一 2 细胞 的 体外 诱导 分 化 过 程 中 从 多 潜能 EC 细胞 变 为 限 能 细胞 ， 表 型 标志 和 
恶性 生长 行为 都 发 生 了 改变 。 最 近 对 p” 答 白 和 花生 凝集 素 PNA) SERIN T E R 
K DBA) 受 体 在 诱导 过 程 中 的 动态 变化 进行 了 分 析 ， 发 现 这 些 标志 蛋 自 的 转变 在 药物 
诱导 的 第 一 至 第 二 天 已 经 完成 。 诱 导 第 二 天 以 后 这 些 标志 的 改变 已 稳定 不 变 ( 姚 全 等 ， 
1986) 。 对 于 MS, 基 因 的 表达 是 否 在 体外 诱导 分 化 过 程 中 的 第 一 、 二 天 就 开始 完成 转变 
是 一 个 有 待 进一步 研究 的 问题 。 
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REPRESSION OF MS; GENE EXPRESSION DURING 
HMBA INDUCED DIFFERENTIATION OF AN EMBRYONAL 
CARCINOMA CELL LINE, B7 —2 IN VITRO 


He Quanpin Lin Sijun Xu Yisheng* Yao Zhen 


(Shanghai Institute of Celi Biology, Academia Sinica) 


We have cloned a cDNA sequence comprising about 300 nucleotides, This 
cDNA sequence can detect a RNA species with a size of about 6 kb in the total 
cellular RNAs and the total poly (At) RNAs of come mouse embryonal car- 
cinoma (EC) cell lines such as F9, PCC3, PSA1, but not in several difterentiated 
derivatives of EC cells examined so tar, i. e., TDM1 Ctrophoblastoma cell}, 
PYS-2 (parietal york saclike cell}, 3/A/1-D3 (embryonic fibroblast-like cell} 
and C17-Si-T384 (myoblast-like cell}. Therefore we designate this cDNA 
sequence as multipotent cell specific sequence (MS, sequence), 

The amount of MS, RNA in B7—2 cells before and after induction with 
HMBA was estimated by tho technique of dot blot hybridization, Mouse 3T3 
cells were employed as a negative control, Induction with HMBA for 5 days 
brought about 86% reduction of the amount of MS, RNA in B7~—2 cells, 
Since the induction effeciency was about 90%, it is evident that ihe expression 
of MS, gene was repressed in the induced differcutiated derivatives of B7-~2 
cells, | 

Key words Embryonal carcinoma (EC) Hexamethylenebisacetamide (HMBA) 
Induced differentiation Multipotent EC cell specific sequence (MS, sequence) 
Dot blot hybridizatioa 
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